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PESCRIPCIOM 

Derivados de Disulfuro, Sulfuro, Sulfdxido y Sulfona de Azucares Cfclicos y 

sus usos 

Ambito de la inyenc|6n 



La presente invencidn se refiere a derivados de disulfuro, sulfuro, sulfdxido y sulfo- 
na de mononitrato de 1,4:3,6 dianhidrohexitol y su uso para la prevenci6n y / o tra- 
10 tamiento de trastomos cardiovasculares. 

Fundamentos tecnicos 



El 6xido nftrico (NO) es una de las moleculas activas biologicamente mas pequefias 
y simples que podemos encontrar en la naturaleza. Ademas, el NO parece ser una 
de las moleculas mas ubicuas en los mamfferos. Al ser una de las moleculas de 
sefializacidn de uso mas generalizado, el NO tiene una gran importancia en el con-~ 
trol de practicamente todas las funciones organicas y celulares del cuerpo. El NO es 
la unica molecula enddgena capaz de funcionar como un neurotransmisor, autacoi- 
20 de, mediador constitutive, mediador inducible, molecula citoprotectora y molecula 
citotdxica. 



Dado que el NO desempefia multiples acciones fisiologicas en la regulacidn de 
numerosas y diversas funciones organicas, los defectos en la ruta del NO conlle- 
25 van el desarrollo de diferentes condiciones patol6gicas. Estos trastornos incluyen la 
hipertension, aterosclerosis, enfermedades de las arterias coronarias, insuficiencia 
cardiaca, hipertensidn pulmonar, ictus, impotencia, complicaciones vasculares de 
la diabetes mellitus, ulceras gastrointestinales, asma y otros trastornos del sistema 
nervioso central y sistemico. 



30 



Todos los donadores de 6xido nftrico (DNOs) comparten la propiedad- comun de 
producir actividad relacionada con el NO cuando se aplican en sistemas biologicos 
y, por tanto, mimetizan las respuestas al NO end6geno. No obstante, los procesos 
que llevan a la formacidn/liberacion del NO difieren de manera significativa entre las 
35 ciases de compuestos , al igual que entre sus reactividades quimicas: Mientras que 



-3- 



15 



20 



25 



30 



35 



algunos compuestos requieren catalisis erotica, otros producen NO de manera 
no enzimatica. Algunos DNOs requieren interacci6n oon tioles para liberar NO 
m,entras que otros son generadore. espontaneos de NO. En algunos compuestos" 
la l.berac,6n de NO es preoedida por una reduocl6n o por una oxidacion. El proceso 
se complice aun mas por ,a susoeptlbilidad especifica de los oompuestos a los 
cambros en el pH, oxfgeno, luz y temperature y por .a formaol6n de diferentes sub- 
pro^ que se produoe durante ,a desoomposlol6n o e. metabolism* Ademas, la 
anefcoa de ,a I,beraci6n de NO a partir de un oompuesto determinado es, a menudo 
mas .mportante que la oantidad absolute de NO liberado. Es mas, la dlstnbuol6n 
tsufer de los DNOs y e. lugar en e, que se genera e, NO es tamblen muy Imported 
te. Todas estas consideraciones son Importantes, pues explican los muy diferentes 
perflles farmacologicos obtenidos oon los distintos DNOs descrltos en la bibliograffa 
y haoe necesario oaraoterizar oompletamente el perfi. farmacol6gico de los nuevos 
DNOs en investigacidn y desarrollo. 

DNOs basados en una estruotura de mononitrate de isosorblda que son utiles des- 
de un punto de vista farmaceutico apareoen descrltos en WO 00/20420. Esta solici- 
tud de patente describe nitrates organicos oapaoes de proporoionar un potente 
efecto vasod,.atador y que, a. mismo tiempo, generan pooa o nula toleranoia Sin 
embargo, no exlste indioaol6n alguna sobre e. posible use de diohos compuestos 
para e. tratamiento de la aotlvacl6n de plaquetas, trombosis, ictus, dano tisular de- 
b,do a .squem,a y / o isquemia / reperfusi6n; oondioiones pato.6gioas en las que el 
estres ox,dat,vo desempena un importante pape. en su patogenesis; y / o aterosole- 
rosis. 

Uno de los principles problems de lee nitrates erganieos descrltos en la literature 
y de aquellos utilizados dfnicamente reside en e, heeho de que su mecanismo de 
acc,6n radrca en la relejacidn del musculo Use vasoular sin medifiear otres proceses 
patologicos TOolucrados en las enfermedades cartiovasculares. 

s^aZsJl^T* 8 e " " <tePteCi6n * 138 ~— *> adene- 
s,na-tnfosfato (ATP), lo que consecuentemente compromete el fundonamlento de la 

bomba ,on,ca dependiente de. ATP asocteda a la membrane en las celules endote- 

alesJEsta d,sfune,6n de la memteena permKe la entrada de caldo. sedio y ague en 

las celules. Le resuKante acumulaci6n de calcic y obos iones en ,a celuia puede 

denvar en una tumefaooion celular y en te inapropiada acuvaci6n-de las enzimes 
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celulares. Una enzima que se activa por e! aumento del calcio intracelular durante la 
isquemia es la xantlna deshidrogenasa (XDH). En condiciones normales, la XDH 
oxida la hlpoxantina (un producto de descomposici6n en el metabolismo del ATP) 
de una manera dependlente de NADPH para producir xantlna y acido urico. Sin 
5 embargo, durante la condition hipoxica de la isquemia, los nh/eles de hlpoxantina 
aumentan dentro de la celula debido a la hidrdlisis de ATP y se produce una activa- 
tion dependiente del calcio de las proteasas que convierte a la XDH reductora de 
NADPH en una forma de enzima reductora de oxigeno denominada xantina oxidasa 
(XO). Al producirse el restablecimiento del flujo de sangre (reperfusi6n) al tejido y 

10 con la reintroduccidn de oxigeno molecular, la XO convertira la hlpoxantina en 
xantina y acido urico y ello catalizara la reducti6n de oxigeno molecular para formar 
tanto radicales superdxidos de ani6n (O 2 0 como peroxido de hidr6geno (H^. Este 
mecanismo de producci6n de radicales de oxigeno dependiente de la XO ha sido 
invocado para explicar la participaci6n del 0 2 - y el H 2 0 2 en las lesiones de la reper- 

1 5 fusion producidas en una variedad de drganos, incluyendo el intestino, el cerebro, el 
corazon y el mOsculoesqueletico. 

La generati6n de radicales de oxlgenos en tejidos post-isquemicos parece sobre- 
pasar la capatidad de los antioxidantes endogenos tales como la super6xido dismu- 
20 tasa (SOD), catalasa, glutationa para proteger las celulas endoteliales y parenqui- 
matosas. Los antioxidantes ex6genos tales como el SOD y la catalasa han demos- 
trado atenuar la infiltracidn de leucotitos y las lesiones a tejidos producidas por la 
isquemia y la reperfusion. 

25 La biodisponibilidad del 6xido nltrico parece estar reducida en la reperfusion, lo que 
probablemente se deba a un deterioro de la production endotelial de NO y a una 
inactivacidn aumentada de NO por el 0 2 derivado de celulas endoteliales. La bio- 
disponibilidad limitada del NO contribuye a las interacciones anormales celula- 
celula y a la disfunci6n vascular durante la reperfusion. Los donadores de 6xido 

30 nltrico han demostrado resultados prometedores como agentes protectores en mo- 
delos experimentales de isquemia-reperfusi6n. No obstante, considerando los pro- 
cesos involucrados en los daftos produtidos por la isquemia-reperfusidn, serla muy 
interesante disponer de una molecula con ambas propiedades: que fuera donador 
de NO y que, al mismo tiempo, tuviera propiedades antioxidantes. 
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La aterosclerosis es un proceso activo originado por el dano continuo del endotelio 
vascular. Se desarrolld la hipotesis de la aterosclerosis como respuesta al dano del 
endotelio cuando se estudio la asociacion de aterosclerosis con factores de riesgo 
(niveles plasmaticos elevados de LDL, bajos niveles plasmaticos de HDL, hiper- 
5 tension, estres oxidativo, tabaquismo, diabetes mellitus, niveles plasmaticos ele- 
vados de Lp(a)o modificaciones de la LDL tales como oxidacidn o glicosilacidn que 
evitan la elimination de LDL por los receptores especfficos). La LDL se acumula en 
la pared vascular como consecuencia de un transporte activo de celulas endotelia- 
les. Durante este proceso, la LDL sufre la oxidacion de una parte de la mol€cula. La 

10 presencia de LDL oxidada (ox-LDL) es de vital importancia para el desarrollo de 
lesiones aterosclerotic^. En el mismo sentido, la teorfa de que la LDL oxidada es 
responsable de algunas de las caracterfsticas patologicas de las lesiones ateross- 
clerbticas deriva de los hallazgos en sistemas de celulas en cultivo que revelan que 
la LDL oxidada causa cambios celulares que se correlacionan con aspectos conoci- 

15 dos de las lesiones arteriales pero que no est£n inducidos por la LDL nativa. La 
Iesi6n endotelial, la retenci6n de LDL en el intersticio de fntima, el reclutamiento de 
monocitos en la fntima, el enriquecimiento de los macrofagos con Ifpidos derivados 
de lipoproteinas, la migracidn y proliferaci6n de celulas musculares lisas, la acumu- 
lacidn de detritus de celulas necroticas y las tendencias hacia la vasoconstriction y 

20 la actividad pro-coagulante son caracterfsticas de la aterosclerosis. 

La vasculopatfa del trasplante alog§nico cardiaco es una forma inusualmente acele- 
rada y difusa de aterosclerosis coronaria que limita el exito a largo plazo del tras- 
plante de corazon. La disfuncion vasodilatadora del endotelio coronario es un mar- 
25 cador comGn y temprano para el desarrollo de vasculopatfa del trasplante alogdni- 
co. 

Por tanto, nuevos nitratos organicos que, ademas de su actividad vasodilatadora, 
podrian combinar actividades que les permitieran modificar otros procesos patold- 
30 gicos que forman parte de las enfermedades cardiovasculares, tales como la ate- 
rosclerosis y el dano tisular debido a la isquemia y / o a la isquemia y a la reperfu- 
sion, suppndrian un gran avance con respecto a los compuestos utilizados hoy en 
dfa. 
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Resumen de la invencion 

Un objeto de la invencibn es un novedoso tipo de compuestos, derivados del mono- 
nitrate de dianhidrohexitol, que son capaces de proporcionar un potente efecto va- 
sodilatator y que, ai mismo tiempo, modifican otros procesos patologicos involucra- 
5 dos en las enfermedades cardlovasculares tales como aterosclerosls, vasculopatfa 
del trasplante alogenico y dano tisular debido a Isquemia y / o isquemia-reperfusi6n. 

Otro objeto de la Invenci6n es un novedoso tipo de compuestos. derivados del mo- 
nonitrate de dianhidrohexitol, que son capaces de proporcionar un potente efecto 
10 antitrombotico incluso a una dosis que no modifica la tensi6n arterial. 

Otro objeto de la invencion es un novedoso tipo de compuestos, derivados del mo- 
nonitrate de dianhidrohexitol, que son capaces de proporcionar una sinergia con 
farmacos trombolfticos, anticoagulantes, antitrombdticos, antioxidantes e hipolipe- 
15 miantes. 
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Otro objeto mas de la presente invencion tiene que ver con el uso de los derivados 
del mononitrate de dianhidrohexitol para la fabricacidn de medicamentos para el 
tratamiento de trastornos cardiovasculares relacionados con la aterosclerosis. 

Descripcidn detallada de la invencion 
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Los derivados del mononitrate de dianhidrohexitol y sus sales aceptables desde el 
punto de vista farmaceutico, que son un objeto de la presente invenci6n, corres- 
ponden a la siguiente f6rmula(l) 



R 
I 

X- 



S(0) n 




donde 
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n es un numero entero de entre 0, 1 , 6 2, 

X represents -S(0) m -, -(OO)- o un enlace sencillo, donde m es un numero entero 
de entre 0, 1, 6 2, 

5 

y R represents hidrdgeno o un residuo seleccionado de entre: 
C-i^alquilo; 
C2-6 alquenilo; 
C3.8 cicloalquilo; 

1 0 C 3 . 8 cicloalquilo, donde un grupo CH2 es reemplazado por O S NH o 

NCH3; 

C4.8 cicloalquenilo; 

C4.3 cicloalquenilo, donde un grupo CH2 es reemplazado por O S NH o 

NCH 3 ; 
15 fenilo; 

piridilo; 

tiofenilo; 

nitrosilo; 

S-cisteinil; 
20 S-glutationil; y 




25 y este ultimo resudio puede estar opcionalmente sustituido hasta por tres grupos 
independientes seleccionados de entre alquilo, C 2 ^ alquenilo, 

C 3 _ 8 cicloalquilo, cicloalquelino, acetiloxi, hidroxilo, ON0 2 y haldgeno. 

En los componentes incluidos en la formula (I) en la que RXS(0) n - y -ON0 2 tienen 
30 forma trans para cada uno en lo que respecta al piano del anillo, tal y como se des- 
cribe en las f6rmulas(la) y (lb): 



teniendo en cuenta que RXS(0) n - no representa Z^s— dondfi 7 

g -j- C1 . 4 , 9ruw aril 0 grupo ^ ^ cua , ^ ser = 

las ptequeTTrJ TZ^ *T ° nUla ' POSee " Propiedades ana-acivacan de 
q en,,a y / o .squama / reperfusi6„ y propiedades anH-ateroscleroticas. 

due mia - repels ' ° ^ a * ' • **■*> a is- 



Las expresiones empleadas anteriormente seran explicadas con mayor detalle a 
continuaci6n: 

El termino "hal6geno" se refiere al fluor, cloro, bromo o yodo, de entre los que se 
prefiere el bromo. 

El termino "C<|_6 alquilo", tal y como se utiliza en el presente documento, se refiere 
a un grupo alquilo de cadena lineal o ramificada que cuenta con entre 1 y 6 atomos 
de carbono, incluyendo, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, iso- 
butilo, sec-butilo, t-butilo, pentilo y hexilo. 

El termino "C2-6 alquelino", tal y como se utiliza en el presente documento, se refie- 
re a un grupo alquelino de cadena lineal o ramificada que cuenta con entre 2 y 6 
atomos de carbono y al menos un doble enlace de estereoquimica E o Z, segun 
proceda. Este termino incluira, por ejemplo, vinilo, alilo, 1- y 2- butenilo y 2-metil-2- 
propenilo... 

El termino "C^ cicloalquilo", tal y como se utiliza en el presente documento, se 
refiere a un grupo alicfclico que cuenta con entre 3 y 8 atomos de carbono. Algunos 
ejemplos ilustrativos de dichos grupos cicloalquilos son ciclopropilo, ciclobutilo, ci- 
clopentilo y ciclohexilo. 

De acuerdo con esto, el termino M C 3 . 8 cicloalquilo, donde un grupo CH 2 es reem- 
plazado por O, S, NH o NCH3", se refiere a un grupo aliciclico que cuenta con entre 

3 y 8 atomos de carbono donde un grupo CH2 es reemplazado por O, S, NH o 
NCH3. Algunos ejemplos ilustrativos de esos grupos son tetrahidropirano, tetrahi- 
drofurano, pirrolidino, piperidino y tetrahidrotiofeno. 

El termino "C^ cicloalquelino" se refiere a un grupo alicfclico que cuenta con entre 

4 y 8 atomos de carbono. Algunos ejemplos ilustrativos de dichos grupos 
cicloalquelinos son ciclopentenilo, ciclohexenilo, cicloheptenilo y ciclooctenilo. 

Se prefiere que R represente el hidrogeno, C-|_6 alquilo, C2-6 alquenilo, C3. 
8 cicloalquilo, C4.8 cicloalquenilo, (C<|_6 alquilo)C 3 . 8 cicloalquilo,(C 1 _ 6 alquilo)C 4 _8 
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° (C1 - 6 ^ ~ C1 - - • 

Tambien se prefiere que en la fdntiula (I) m, n o ambos sean 0. 

Tambien se prefiere que X represente un enlace sencillo o -S- 
Los compuestos espedalmente preferidos de la formula I son- 

T?' 8uMs0s °* i *' S-mononibeto, 2-metilsulfoni,,so S or- 

mi. IT * ' S^™- 2 ^**™* 5-n.ononftreto. 2^,rehidroplren-2-U- 
*o)HSosorb,da 5-monon«ra,o. 2-flso- soreldil^itJol-isosorbida 5-mononi.rato, y 2 - 
(S -acetiloxi B osort»dil-2'-ditlo).iso8ort>ida 5-mononitrato 



15 Ademes, para la fabrication de compuestos farmaceuticos pa ra la prevention y/o .1 
ba.am,en.o de ,a frombosis, isquemia, dano cefclar/Hsular Inducido por isquemby 
o ,squem,a y reperfusibn. hipertenslbn, espamos vascular, aterosclerosis y / o vas- 
culopaba del trasplante cerdiaco. se prefiere espedalmente el uso de 2-aceUWo- 

20 '2 5 ' mm ° Mrat0 (e0mPUeS, ° (12H y SUS 83168 *™-**-n«. acepfa- 
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Adconaimente. los compuestos de la Krmula I, espedalmente 2-ace.iltio- 
.sosorbda-S-mononltreto (12). y sus sales, tambien pueden uHllzarse en la terapla 
pare ,a prevention y , o tratamlento de la aterosderosis, vasculopatia del tresplante 
card.aco, activac.6n de plaquetes, trombosis. ictus, condiciones patologicae en las 



que el estres oxidativo desempena un papel importante en su patogenesis, y / o 
dano tisular debido a isquemia y / o isquemia-reperfusion. Estos compuestos pue- 
den ser utilizados especialmente en la prevenci6n y/o el tratamiento de condiciones 
patol6gicas en las que el estres oxidativo desempena un papel importante en su 
patogenesis, tales como alergia, ictus, enfermedad de Alzheimer y / o enfermeda- 
des cardiovasculares isquemicas. La composition farmaceutica puede administrar- 
se por diferentes vlas. Por ejemplo, pueden administrarse por via oral en forma de 
preparados farmaceuticos tales como comprimidos, capsulas, jarabes y suspension 
nes. Tambien, parenteralmente en forma de soluciones o emulsiones, etc. Puede 
tambien administrarse por via t6pica en forma de cremas, pomadas, balsamos, etc. 
y transdermicamente por ejemplo, mediante el uso de parches o bandas. Tambien 
pueden aplicarse directamente en el recto como supositorios. Estos preparados 
pueden contener excipientes, activadores, agentes quelantes, estabilizadores, etc. 
fisioldgicamente aceptables. En el caso de las inyecciones. se pueden incorporar 
tampones, agentes solubilizantes o isotonicos fisioldgicamente aceptables. 

Las composiciones farmaceuticas de acuerdo con la presente invenci6n pueden: 
incluir ademas un agente trombolitico, preferiblemente un activador del plasmino- 
geno, uroquinasa, estreptoquinasa, alteplasa o anistreplasa. Tambien pueden con- 
tener un agente anticoagulante, preferiblemente heparina, dicumarol, acenocuma- 
rol, enoxaparina o polisulfato de pentosan. Ademas, pueden contener adicionalmen- 
te un agente antitrombotico, preferiblemente aspirina, dipiridamol, ticlopidina, clopi- 
drogel, triflusal, polisulfato de pentosano o abciximab. Tambien pueden contener 
inmunoglobulina o un fragmento de esta que tenga especifidad por la glicoproteina 
llb/llla. 



De forma altemativa, las composiciones farmaceuticas de acuerdo con la invention 
pueden contener ademas un agente hipolipemiante preferiblemente simvastatina, 
lovastatina, atorvastatina, pravastatina, fluvastatina, lifibrol, acifran, acitemato o 
glunicato. Tambien pueden contener un agente antioxidante / secuestrador de radi- 
cates libres, preferentemente seleccionado de entre nicaraven, ranolazina, emoxipi- 
na, glutationa, edaravona, raxofelast, licopene, acetilcisteina, N-Acetil-L-cisteina, N- 
acetilcisteina o carvedilol. 



Las composiciones farmaceuticas de acuerdo con la presente invencidn pueden 
utilizarse para el tratamiento y/o prevention de la aterosclerosis, vasculopatia del 
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trasplante cardiaco, acUvacidn de plaquetas, trombosis, ictus, dano tisular debido a 
.squem,a y/o debido a isquemia-reperfusi6n y / o condiciones patologicas donde e. 
estres oxtdativo desempena un papel importante en su patogenesis (taies pero sin 
l.m,tarse a estas, la alergia, e. ictus, ia enfermedad de Alzheimer, las enfermedades 
•squermcas cardiovasculares); y/o condiciones patol6gicas donde un deficit de NO 
desernpefia un papel importante en su patogenesis. Tambien pueden utilizarse para 
el tratam,ento y/o prevenci6n de disfunciones del sistema circulatorio, especialmen- 
te dtsfuncones cardiovasculares y coronarias. 

La dosis diana puede variar en funci6n de los sfntomas especfficos, la edad, el peso 
del paaente, e. mode espeeffico de administracian, etc. y ,a dosis norma, diana para 
un adulto puede vanar entre 0. 1 y 500 mg. y puede administrarse en una dosis uni- 
ca o dividida en diferentes dosis a lo largo del dla. 

Otra incorporacion de la presente invenci6n tiene que ver con los procesos para 
preparar los compuestos de ,a f6rmu«a . o sus sales aceptab.es desde el punto de 
v.sta farmaceutico, tal y como se define anteriormente. 

Por tanto, se proporciona un proceso que incluye los siguientes pasos: 
a) efectuar una hidr6lisis de un compuesto de la formula II: 




donde R' es alquilo, preferentemente metilo, 
para obtener 2-tioisosorbida 6-mononitrato (1), 




» 
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con el paso a): 



efec^ar sobre d c 0mpuesto <1) preparad0 d6 aaJere(o 



5 



I. Una oxidactfn para obtener 5,5^nrtrato-2,2'-dit.o-d,^ 
(2) o2K.sosorbidil-2^itioHsosorbida5-monon 0 
Una afquilacion o an,aci6n para obtener 2-fa.qul.o o an- 
lo)ho IS osorbida 6-mononitrato; opcionalmente seguido por una 
10 aC ' 6n ^ ° btener 2 <*W o arilo) sulfinil-isosorbida 5- 

monomtrato o 2-(alquilo o arilo)-sulfonil-isosorbida 5-mononi- 

HI. Una nftrosacion para obtener S-nitroso-2-tioisosorbida 5- 
mononitrato (6). 

15 Se proporciona otro proceso que inoluye los siguientes pasos- 

a) efeotuar una oxldaci6n de un oompuesto de la formula III: 



20 




(HI) 



25 



donde R' es c M alqullo, preferentemente metllo, 
para obtener 2 I 2'-ditio-diisosorbida(10), 



30 



35 



(10) y 
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b) efectuar una nitracidn con un agente nitrante en presencia de un anhfdri- 
do carboxflico, preferentemente anhfdrido ac&ico, del compuesto preparado en el 
paso a) para obtener 2-(5'-aciloxi-lsosorbidil-2 , -dltio)-isosorbida 5-mononitrato. 

5 

Finalmente, otra incorporation de la presente invention tiene que ver con el com- 
puesto 2, 2'-ditio-diisosorbida (10), que es un compuesto intermedio en la prepara- 
tion del compuesto 11 de la invencidn. 

10 En los ejemplos de trabajo incluidos en el presente documento (vide infra) se des- 
criben con detalle los procesos adecuados para obtener varios de los compuestos 
de acuerdo con la formula general(l). A la vista de estos ejemplos, es de conoci- 
mlento general entre las personas con formaci6n obtener los compuestos no ejem- 
plificados explfcitamente a traves de las modificaciones adecuadas de los ejemplos 

15 de trabajo. ResultarS obvio para una persona con formation que estos ejemplos 
son meramente ilustrativos y no deben considerarse como una limitation de la in- 
vention. 

Ejemplos 

20 

Los compuestos obtenidos en los ejemplos que aparecen a continuation se 
identifican mediante los datos de la espectroscopia de resonancia magnetica 
nuclear de su proton ( 1 H-NMR) y carbono-13 ( 13 C-NMR). 

25 Los espectros de resonancia magnetica nuclear fueron registrados utilizando 
espectrometros Varian Gemini-2000 o Varian Gemini-300. 

La frecuencia de operaci6n y el disolvente utilizado para registrar el espectro 
aparecen indicados en los espectros 1 H-NMR. La position de las senates se indican 

30 en 8 (ppm) y la senal de los protones del disolvente se toma como referencia. Los 
valores de referencia fueron 7.24 ppm para el cloroformo deuterado y 2.49 ppm 
para dimetil sulfoxido deuterado. La senal obtenida para los protones de 
tetrametilsilano (TMS) se toma ocasionalmente como referencia interna, con 0 ppm 
como valor de referencia. El numero de protones de cada senal se miden mediante 

35 integration electrdnica y el tipo de senal se indica entre par6ntesis utilizando las 
siguientes abreviaturas: s (simple), d (doblete), t (triplete), dd (doblete de dobletes), 
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ddd (doblete de doblete de dobletes), bs (senal ancha), cs (senal compfeja), s.a. 
D 2 0 (simplifica traa deuterar), d.a. D 2 0 (desaparece al deuterar). 

La frecuencia de operaci6n y el disolvente utilizado para registrar el espectro 
5 aparecen indicados en los espectros 13 C-NMR. La posici6n de las senates se 
indican en 5 (ppm) y la senal de los carbonos del disolvente se toma como 
referenda. Los valores de referenda son 77.00 ppm para cloroformo deuterado y 
39.50 ppm para dimetil sulfoxido hexadeuterado. 

10 En algunos casos, tambien se Uevaron a cabo experimentos de resonancia 
magnetica nuclear utilizando las secuencias de pulso APT (Attached Proton Test), 
HETCOR (Heteronuclear Chemical Shift Correlation) o COSY (Correlated 
Spectroscopy) como ayuda para la asignacidn. 

15 En la parte experimental, se emplean las siguientes abreviaturas: 



AcOEt 



acetato de etilo 



AcOH 



£cido ac6tico 

dimetil sulfoxido hexadeuterado 
alcohol etflico 
6ter dietilico 

cromatografia liquida de alta resolucion 
hexano 

yoduro de metilo 
alcohol metilico 
tetrahidropiranil 



DMSO-d 6 



20 



EtOH 

EtOEt 

HPLC 



Hx 



25 



Mel 
MeOH 



THP 



EJEMPLO 1 

30 M&todo para la obtencion de 2-tioisosorbida 5-mononitrato (1). 
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/^ S s H 




NO, 



1) NaOH/MeOH 

2) HCI _ ~*~ 




NO, 



12 



10 



15 



En un matraz de 50 ml, se disuelve 1.00 g (4,02 mmol) de 2-acetiltioisosorbida 5- 
mononrtrato (12) obtenido de acuerdo con WO 00/20420 en 20,0 mL de alcohol 
metfhco. Se anaden 10,0 mL de una solucidn de metanol al 10% de hldroxldo de 
sod,o de una vez. Despues de tapar el matraz rapidamente se agita durante 1 
m.nuto a temperatura amblente (ca. 25°C), Se anaden de una vez 2,23 mL de acido 
h,droclorico concentrado . Se agita y concentra hasta sequedad, ellmlnando e. 
d.solvente a presi6n reducida a una temperatura por debajo de los 30°C. 

El residuo se suspende en cloroformo. Esta soluci6n de cloroformo se fife, y 
posteriormente seca sobre sulfate de magnesio anhidro. Tras la filtraci6n, se 
el,m,na e. disolvente a presi6n reducida. Se seca a P resi6n reducida para obtener 
0,83 g de un aceite anaranjado-amarillento correspondiente al producto que nos 
ocupa. Rendimiento: 100%. 



H-NMR (200 MHz, CDCI 3 ): 5,36-5,26 (1H, m, CHONO,), 4,95 (1H, t, J=5.0 Hz, 
CHCHONO,), 4,42 (1H, d, 4,8 Hz, CHCHS), 4,07 (1H. dd, J=4,6 Hz, J=4,4 Hz, H- 
CHCHS), 3,97 (1H, dd, J=5,64 Hz, J=2,5 Hz, H-CHCHONO,), 3,87-3,76 (2H, cs H- 
20 CHCHS, H-CHCHONC,), 3,.45-3,35 (1H, m, CHS), 1,77 (1H, d, J=8,6Hz, SH) 

"C-NMR (50 MHz, CDCI 3 ): 91,21 (CHCHS), 81,22 (CHONO.), 81,07 (CHCHONO.), 
76,15 (CH 2 CHS), 69,26 (CH 2 CHONQ 2 ), 42,82 (CHS). 



25 



EJEMPLO 2 

Metodo para la obtencidn de 5,5'-dinitrato-2,2'-dltio-diisosorbida (2) 
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A. 



H 3 C „ 




12 




° 1 
H 



N0 2 




Procedimiento 1: 

Se dlsuehren 0,50 g de 2-aceHm^osorbkla 5-mononitrato (12) obterados de 
acwdo con WO 00/20420 en 10,0 mL de alcoho, melilteo. Esta 3, a ^ 

lentamente. geta a gota, a 200,0 mL de plasma humane an un matraz de 250 mL 
con agrta ck5n magnetlca lntensa u ^ ^ ^ a 

amb-erite durante 15 h 0ras . H crude de reaccion ae vierte sobre 500 0 mL de 

r mraS ^ Vi9 ° rosame "^ « o^-va la prec.pnac.6n 

KKtantanea de un aolldo bianco floculante corraspondiente a las proteinas del 
Plasma. Se cenldfuga a 3000 rpm y a 20 «C durante 30 min y se separa e. Uquido y 
e. aolrdo (masa proteica). Se resuapende el solido en 250,0 mL de acetonitri.0. Se 

™to n s a No ias mismas sefla,adas < 3 °°° 

Se decanta y se combine el llquido sobrenadante con el anterior. EI disolvente sa 
evapora a presi6n raduclda a una temperature per debajo de los 30-c! El raslduo 
ecuoso resultante (alrededor de 200,0 mL), se extrae con cloioformo 4 x 500 0 mL 
Las ases organicas se combinan y secan aob re sulfate de megnesio anhidrido.' 

,1 L 88 <X " 10entra 81 d ' 80lVen,e 3 Presl6n Se ° b « e ™ 350 mg de un 

sohdo bianco que se. purifica medlante cromatografla: (CHCfe/AcOB 6D 
a,slandose 250 mg de un solido bianco correspondiente al producto de disulfum 2 
tioisosorbida 5-mononltrato (2). Rendlmiento: 60%. 
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Procedimiento 2: 

En un matraz de 50.0 mL, se disuelve 1,00 g (4,02 mmol) de 2-acetiltloisosorbida 
5-mononitrato (12) obtenido de acuerdo con WO 00/20420 en 20,0 mL de alcohol 
metHico y se afiaden 10,0 mL de una solucidn de metanol al 10% de hidroxido de 
potasio. Se tapa el matraz y se agita la mezcla de reacci6n durante 5 horas a 
temperature ambiente. Se observa la precipitaci6n de un solldo bianco 
correspondiente al disulfuro (2) durante la reacci6n. El s6lido se flltra y lava varias 
veces con alcohol metllico. Mediante el secado a presion reducida, se obtienen 
0,58 g de un solido bianco correspondiente al producto disulfuro 2-tioisosorblda 5- 
mononltrato (2). Rendimiento: 70%. 

i H-NMR (200 MHz, DMSO-d 6 ): 5,51-5,43 (2H, m, 2CHON0 2 ), 4,96 (2H, t, J=5,4 Hz, 
2CHCHON0 2 ), 4,51 (2H, d, J=4,8 Hz, 2CHCHS), 4,04-3,73 (10H, cs! 
2CH 2 CHON0 2 , 2CH 2 CHS, 2CHS). 

13 C-NMR (50 MHz, DMSO-d 6 ): 88,46 (2CHCHS), 83,31 (2CHON0 2 ), 81,50 
(2CHCHON0 2 ), 73,24 (2 CH 2 CHS), 69,95 (2CH 2 CHON0 2 ), 54,01 (2CHS). 

EJEMPLO 3 

Metodo para la obtencion de 2-metiltioisosorbida 5-mononitrato (3). 



O 




12 3 



En un matraz de 50 rnL, se disuelve 1,00 g (4,02 mmol) de 2-acetiltioisosorbida 5- 
mononitrato (12) obtenido de acuerdo con WO 00/20420 en 20,0 mL de alcohol 
metllico y se anaden de una vez 5,0 mL de una solucion de metanol al 10% de 
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hidroxido de potasio. Se tapa el matraz y la mezcla de reaction se agita durante 5 
minutos a temperature ambiente. 

Se anaden 2,0 mL de yoduro de metilo (32,00 mmol) de una vez, se tapa el matraz 
y agita la mezcla durante 2 horas a temperatura ambiente. 
5 Se concentra hasta sequedad, eliminando el disolvente a presion reducida. El 
residuo se disuelve en 250,0 mL de cloroformo y se lava con 50,0 mL de agua. La 
fase organica se separa y se lava con 3 x 50,0 mL de agua. 

Se seca sobre sulfato de magnesio anhfdrido, se filtra y se elimina el disolvente a 
10 presion reducida. Tras el secado a presion reducida, se obtienen 0,68 g de un 
sdlido bianco correspondiente al producto de interes. Rendimiento: 76%. 

1 H-NMR (200 MHz, CDCfe): 5,34-5,26 (1H, m, CHON0 2 ), 4,93 (1H, t, J=5,2 Hz, 
15 CHCHON0 2 ), 4,48 (1H, d, J=4,8Hz, CHCHS), 4,14 (1H, dd, J=9,7 Hz, J=4,8 Hz, H- 
CHCHS), 4,01 (1H, dd, J=11,2 Hz, J=3,0 Hz, H-CHCHON0 2 ), 4,01-3,81 (2H, cs, H- 
CHCHS, H-CHCHONO2), 3,30-3,24 (1H, m, CHS), 2,15 (3H,-s, CH 3 ). 

13 C-NMR (50 MHz, CDCI 3 ): 88,65 (CHCHS), 81,55 (CHCHONO2), 81,26 (CHON0 2 ), 
20 73,87 (CH 2 CHS), 69,10 (CH 2 CHON0 2 ) 50,74 (CHS), 14,74 (CH 3 ). 

EJEMPLO 4 

Metodo para la obtencion de 2-metilsulfinilisosorbida 5-mononitrato (4) y 2- 
25 metilsulfonilisosorbida 5-monon5trato (5) 
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a 3 u, La .e.l sa eC j SlT" "T" * 16 ° * 

suHato de magnesia anh(dndT» r» * C,0r °"" n, °- 86 5608 «*» 

Se abuenen e^ da until ' " **" 61 3 presi6n 

da (SL El CUK.O de ^ZTsutnT" *" C ° n,tene 65% < 4 > * « 35% 

Sa e« m ,na a p res *n reJte T ^ZJZ IT" * med * nte HPLC ' 
recristalfeaclon yse rearteteli™ J T^"' 6 de las a 9 uas ™dres de la prtmera 

del produced! Inta^T " ^ reSU " an,e °°" *»» P" obtener 1 g 
P aaucta de .nteres (5) can una pureza del 95% madianle HPLC. 

15 2-Me«| su in„iiisosofbida Snnononltrato (4): 
25 2-Metflsulfonilisosorbida 5-mononitrato (5): 
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EJEMPLO 5 

Metodo para la obtencion de S-nitroso-2-tioisosorbida 5-mononitrato (6) 

5 




En un vial de color ambar, se disuelven 0,5 g (2,41 mmol) de 2-Uoisosorbida 5- 
mononitrato (1), obtenidos de acuerdo con el ejemplo 1, en 4,0 ml_ de MeOH. se 
tapa el vial y se agita en un bano de hielo. Se afiaden 320 pL (0,249 g, 2,41 mmol) 
10 de tert-butoxinitrito y se agita con el vial tapado bajo condiciones de frfo durante 7 
horas. El solido bianco se filtra y el filtrado se concentra hasta sequedad a presidn 
reducida, temperatura ambiente y protegido de la luz. Se obtienen 0,48 g 
(rendimiento: 84%) de un sdlido rojo intenso identificado como S-nitroso-2- 
tioisosorbida 5-mononitrato (6). 

15 

1 H-NMR (CDCI 3 , 200 MHz): 5,40-5,25 (sc, 1H, CHON0 2 ), 4.84-4,64 (sc, 2H, 
CHSNO, CHCHONO2), 4.40-4,30 (m, 2H. H-CHCHSNO, CHCHSNO). 4,12 (dd. 1H. 
J=11.4 Hz, J=2,6 Hz, H-CHCHON0 2 ), 4,00-3,80 (sc. 2H. H-CHCHSNO. H- 
CHCHONO2). 

20 

i3 C-NMR (CDCI3, 50 MHz): 88,2 (CHCHSNO). 81,9+81,1 (CHCHON0 2 . CHON0 2 ). 
73.4 (CH 2 CHSNO), 69,5 (CH 2 CHON0 2 ), 51,6 (CHSNO). 
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EJEMPLO 6 

Metodo para la obtencion de 2-(tetrahidropiran-2-il-tio)isosorbida 5- 
mononitrato (7) 
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HS 


H 






O 














1 



N0 2 




Se suspenden 0.5 g (2,4, mmol) de 2 m oisosorb|da 

Z^h '^nt-flcado por sus datos espectroscbpicos como 2 

(tetrah,drop,ran-2-i^2-t,oisosorbjda 5-mononitrato (7). 

1 H-NMR (CDCI3, 200 MHz): 5,28 (ddd, 1H, J=11,0Hz 5 4Hz 2 8Hz CHOMO ^ * n 

13 C-NMR (CDCI3, 50 MHz): 89,5 and 89 1 (cncu<i\ a ~ 
81.4 and 8,3 (CHSTHp! «<C ^74 f£T iTT^' 
» (CH.CHSTHP). 64,8 and 84,7 <CH 2 CHO N o 2 >. 49, ^ and 47 6 ^[CH > 

31.2 (OW). 25 .4 (CH 2tHP ), 21.7 and 21.6 (C W ' ° ^ "* 

EJEMPLO 7 

S M«odo para , a oblencton do 2-, IS osorb i d«-2^«o,isoso rt , l da S- m ononi,ra.o 



-23- 



HS 




ONO, 



HO 





8 O 




ONO. 



10 



A una solucion de 0,170 g (1,72 mmol) de succinimida en EtOH se anade a 0,323 g 
(1,56 mmol) de 2-tioisosorbida 5-mononitrato (1). Tras la aparicidn de un precipitado 
bianco, se afiaden 0,168 mg (2 mmol) de NaHC0 3 . Tras agitar a temperature 
ambiente durante 3 horas y 45 minutos, se afiaden otros 100 mg (1,19 mmol) de 
NaHC0 3 y 10 gotas de agua. Tras otra hora y 30 minutos de agitacidn, se lleva la 
mezcla a reflujo. Tras dos horas a reflujo, se elimina el EtOH a presion reducida y 
se afiaden 150 mL de agua y 150 mL de AcOEt. Se forma una emulsion y se afiade 
NaCI (s) hasta que las dos fases decantan. La fase organica se separa y la fase 
acuosa se lava con 2 x 150 mL porciones de AcOEt. Las tres fases organicas se 
lavan por separado con 100 mL de agua para cada una y las fases organicas se 
combinan y secan sobre Na 2 S0 4 anhidro. Se filtra, se lava con AcOEt y se elimina 
el disolvente de la filtracion a presion reducida, obteniendose asf 336 mg de un 
crudo de reaccion que se purifica por cromatografia flash. Se usa una mezcla de 
1:1 CHCIa/AcOEt como eluyente para la separation cromatografica y se obtiene 
una fracci6n de 98 mg del producto de interes (8). 

'H-NMR (300 MHz, CDCI 3 ): 5,40-5,32 (1H, cs, CHON0 2 ), 5,04-4,98 (1H, cs, 
CHCHON0 2 ), 4,70-4,60 (3H, cs, 3CH), 4.36-4,26 (1H, cs, CHOH), 4,22-4,12 (2H, 
cs, 2H-CH), 4,10-4,00 (3H, cs, 3H-CH), 3,94-3,86 (2H, cs, 2H-CH), 3,68-3,56 (3H, 
cs, 2CH-S, 1 H-CH), 2,55 (1H, d, J=6,9 Hz, OH). 

Espectroscopia infrarroja (en pastilla KBr): 3461 cm' 1 , 2987 cm" 1 , 1642 cm" 1 , 
25 1 465 cm" 1 , 1 279 cm* 1 , 1 077 cm" 1 , 846 cm" 1 . 



15 



20 



Microanalisis: 
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expenmenta. (o/ o) ; 3 9,53 C, 34,70 H, 4,77 O, 3,96 N, 17.04 S 
calcu«ado(o/ 0 ): 3 9,23 C, 34,84 H, 4,66 O. 3,81 N, 17,45 S. ' 

Espectrometria de masas: 

5 Electrospray:368(M+1). 



10 EJEMPLO 8 



Paso 1 



15 



Metodo pa™ ta obtanettn * 2-aoisoso*,*, (9) y ^odHaoaort** (10) 




HS 





S— S 



OH 



13 



9 



10 




OH 



o^enZt * " dlSUe ' Ven 15 9 (74 mm °" de ^cetimoisosorMda (13, 

e T e, 6t OH a Presi6 „ ^.t 'JS ZT^ 
mediante la adicion de NaOH « ^ •* « pH bas,co 

bu„, uj ea una I ZTT an,b ' en ' e ""^ " 

26 la sduoibn con HCL, y Se lleva a D H-< J T ' 6 1 ° 36 ■*"» 
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mediante cromatografia flash utilizando diferentes mezclas de ciclohexano/acetato 
de etilo como eluyente. La elucion se inicia con 3 L de mezcla 1:1 y, despues de 
ello, el porcentaje del disolvente polar aumenta, primero con 2 L de mezcla 3:5, 
posteriormente con 2 L de mezcla 1 :2 y finalmente se eluye tinicamente con AcOEt 
5 Se afslan 2,64 g del tiol (9) y otros 3,06 g de disulfuro (10). 

2-Tioisosorbida (9) 

1 H-NMR (200 MHz, CDCI 3 ): 4,68-4,58 (1H. cs, CHCHOH), 4,48-4,40 (1H, cs, jf 
10 CHCHSH), 4,34-4,18 (1H, bs, s.a. D 2 0, CHOH), 4,16-4,06 (1H, m H-CHCHSH), * :_ * 
3,96-3,78 (2H, cs, H-CHCHOH, H-CHCHSH), 3,62-3,50 (1H, cs, 1 H-CHCHOH), 
3,48-3,36 (1H, cs, s.a. D 2 0, CHS), 2,80-2,60 (1H, bs, d.a. D 2 O t OH), 1,75 (1H, d, 
J=8 Hz, d.a. D 2 O t SH). 

15 13 C-NMR (50 MHz, CDCI 3 ): 90,42 (CHCHSH), 81,47 (CHCHOH), 76,27 {• j 
(CH 2 CHSH), 74,00 (CH 2 CHOH), 72,04 (CHOH), 43,81 (CHSH). i""" 

• • • « 

• • * • 

2, 2 , -Ditio-diisosorbida (10) \'\ 

20 1 H-NMR (200 MHz, CDCI 3 ): 4,68-4,56 (4H, cs, 2CHCHS, 2CHCHOH), 4,34-4,19 .— . 
(2H, CS, s.a. D z O, 2 CHOH), 4,19-3,97 (4H, cs, 2CH 2 CHS), 3,92-3,80 (2H, cs, 2H- \-\-\ 
CHCHOH), 3,66-3,52 (4H, cs, 2H-CHCHOH, 2CHS), 2,63 (2H, d, J=6,6 Hz, d.a. 

d 2 o,2oh). 

♦ 

25 13 C-NMR (50 MHz, CDCI 3 ): 87,42 (2CHCHS), 81,98 (2CHCHOH), 73,93 
(2CH 2 CHOH) 72,89 (2CH 2 CHS), 72,07 (2CHOH), 54,74 (2CHS). 



Paso 2 

30 

Metodo para la obtencion de 5,5*-diacetiloxi-2,2'-ditiodiisosorbida (14) y 2-(5'- 
acetiloxiisosorbidil-2'-ditio)isosorbida 5-mononitrato (11) 
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S— s 





10 



OR 



R = COCH 3 14 
R = N0 2 11 



Se prepara una mezda de nitradon mediante la adicion, lenta y cuidadosa de 1 8 
mL de 60«/o de HN0 3 . a 0 »C, a una mezda de 7,5 mL de anhldrido acetico y 125 
mL de acdo acetico. En un matraz de 100 mL con un refrigerante de reflujo 
termometro y un agitador magnetico se disuelven 2,77 g (8,6 mmol) de 2 2'- 
d.tiodiisosorbida (10), obtenidos de acuerdo con el ejemplo 8, en 17 mL de ac'ido 
acebco y se anaden 3,5 mL de anhfdrido acetico. Se enfrfa la mezcla a una 
temperatura de 0°C en un banc de hielo y sal. A los 15 minutes, se anaden 4 mL de 
la mezcla de nitradon previamente preparada. gota a gota. Se agita a 0 °C durante 
2 horas, observando la solidificad6n del crude de reaccion. Posteriormente, se agita 
durante 2 horas y 30 minutos a temperatura ambiente. El crude de reaccion se 
verte sobre 100 mL de agua, se filtra y se lava con mucha cantidad de agua El 
sol,do resultante se seca a presi6n reducida en presencia de P 2 O s . Se obtienen 
2,69 g de un crude de reaccion que se purifica mediante cromatograffa preparativa 
de fase reversa. Se utiliza como eluyente una mezda 1:iacetonitrilo:agua. Se afsla 
una fracd6n de 1,01 g del diacetato (14)(R=COCH 3 ) y otra fraccion de 0,5 g de 
acetato-nitrato (1 1 )(R=N0 2 ). 

5,5'-diacetiloxi-2,2'-ditiodilsosorbida (R=COCH 3 ) (14) 

1 H-NMR (200 MHz, CDCI 3 ): 5,16-5,02 (2H, cs, 2CHOCO), 4.85-4,76 (2H cs 2CH- 
O-C). 4.63-4.56 (2H. cs. 2CHOC), 4.17-4.05 (2H, cs, 2H-CH), 4.00-3.74 '(6H cs 6 
H-CH). 3.56-3.48 (2H. cs. 2CHS). 2,09 (6H, s. CH 3 ) ' ' 
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13 C-NMR (50 MHz, CDCI3): 170,27 (2CO), 87,73 (2CHCHS), 80,76 (2CHCHO), 
73,79 (2CHO), 72,66 (2CH 2 CHS), 70,46 (2CH 2 CHO), 54,42 (2CHS), 20,63 (2CH 3 ). 

5 2-(5 , -Acetiloxiisosorbidil-2 , -ditio)isosorbida 5-mononitrato (R=N0 2 ) (1 1 ) 

1 H-NMR (200 MHz, CDCI 3 ): 5,37-5,28 (1H, cs, CHON0 2 ), 5,18-5.06 (1H, cs, CHO- 

CO), 5,02-4.94 (1H, cs, CHOC), 4,87-4,78 (1H, cs. CHOC). 4,64-4,56 (2H, cs, 2 ... 

CHOC). 4.18-3.75 (8H, cs, 4CH 2 ). 3,59-3.50 (2H, cs. 2 CHS). 2.10 (3H, s, CH 3 ). i\ 

10 

"C-NMR (50 MHz, CDCI 3 ): 170,29 (CO), 88,25 (CH), 87.43 (CH). 81.58 (CH), 81 ,16 

(CH), 80,79 (CH), 73,80 (CH), 72,78 (CH 2 ). 72.66 (CH 2 ), 70.51 (CH 2 ), 69,32 (CH 2 ). ['"' 

54,42 (CHS), 53,72 (CHS), 20,65 (CH 3 ). ~" 

15 Espectrometria de masas: 

Ionization quimica (NH 3 ): 410 (M+1) + , 427 (M+18)*. '". J 



20 Ensayos para vasorelajacion 



• » • 

El metodo utilizado en los ensayos es sustancialmente el mismo que el descrito en 
las siguientes referencias: 

25 * Furchgot, R.F., "Methods in nitric oxide research"; Feelisch & Stamler, eds., John 
Wiley & Sons, Chichester, England, pp 567-581. 

* Trongvanbichnam K., et al.. Jpn. J. Pharmacol. 71 (1996); 167-173. 

* Salas, E., et al., Eur. J. Pharmacol. 258 (1994); 47-55. 

30 Los diferentes compuestos se someten a ensayo a 5 concentraciones diferentes, 
con un rango de concentracion que oscila entre 0.0001 y 10 mM, utilizando entre 6 
y 9 anillos arteriales para cada compuesto. Los resultados obtenidos se comparan 
con los del isosorbida 5-mononitrato, que se utiliza como producto de referenda. 

35 Los resultados se muestran en la tabla 1 y se expresan como EC50 (concentracion 
efectiva 50), que es la concentracion de cada uno de los compupsto sometido a 



28 



ensayo que produce una vasodilatacl6n igual al 50% del tono maximo al que el 
anillo arterial se ha contrafdo con 1 uM de Fenilefrina . 



Tabla 1.- Ensayo de vasorelajacion 


Compuesto 


ECso mM (media ± SD) 


Isosorbida 5-mononitrato 


0.92 ± 0.2 


(1) 


0.041 ± 0.006 


(2) 


0.0053 ± 0.001 


(3) j 


0.043 ± 0.006 


(4) 


0.338 ± 0.01 


(6) 


0.0012 ± 0.0001 


(7) 


0.05 ± 0.009 


(9) 


0.024 ± 0.005 


(12) 


0.023 ±0.010 



10 



Como puede observarse en la tabla, todos los compuestos sdmetidos a ensayo son 
mas potentes como vasorelajantes que el producto de referenda. 

Ensayo in vitro de la inhibicion de la agregacion de plaquetas 

El metodo empleado en los ensayos es sustancialmente el mismo que el descrito 
en la siguiente referenda: 



15 



20 



* Salas, E., et al.. Br. J. Pharmacol. 1 12 (1994); 1071-1076. 

Los compuestos se someten a ensayo a cuatro concentraciones diferentes 
utilizando plasma humano rico en plaquetas obtenido de por lo menos 6 donantes 
sanos diferentes. Los resultados obtenidos se comparan con los de 5-isosorbida 
mononitrate que se utitiza como producto de referenda. 

Los resultados se muestran en la tabla 2 y se expresan como IC 50 (concentraci6n 
inhibidora 50), que es la concentracion de cada compuesto sometido a ensayo que 
producen una inhibicidn igual al 50% de la agregaci6n obtenida mediante una 
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concentracion submaxima (1-4 pM ) de ADP (una concentration submaxima de 
ADP es la cantidad minima de ADP que produce la agregacion maxima). 



Tabla 2.- Ensayo de inhibici6n de la agregacion de las plaquetas (Plasma humano 
rico en plaquetas) 


Compuesto 


IC50 mM (media ± SD) 


Isosorbida 5-mononitrato 


2.68 + 0.33 


(1) 


0.11 ±0.01 


(2) _^ 


0.01 ± 0.007 


(3) 


0.41 ±0.09 


(4) 


1.00 ±0.01 


(5) 


0.85 ±0.15 


(6) 


0.0019 ± 0.0005 


(7) 


0.58 ± 0.021 


(12) 


0.089 ± 0.01 



5 Como puede observarse en la tabla 2, todos los compuestos sometidos a ensayo 
tienen una potente actividad inhibidora de la agregad6n de plaquetas, actividad que 
resulta superior a la del compuesto de referenda. 

Inhibition de adhesion de monocito humano y plaquetas a celulas 
endoteliales humanas j : : 

10 

Los metodos utilizados en los ensayos para determiner el efecto de los compuestos ■ ! 
sobre la adhesi6n de plaquetas y monodto a celulas endoteliales humanas son 
sustancialmente iguales a los descritos en las siguientes referencias: 

15 Del Maschio A. et al., J Cell Biol 1996 ; 135 : 497-510 
Bombeli T. et al., Blood 1999; 93 : 3831-3838 
Colom§ C. et al; Atherosclerosis 2000; 149: 295-302; and 
Martin-Satue M. etal; British Journal of Cancer 1999; 80; 1169-1174 

20 La adhesidn de celulas monoclticas U937 a celulas endoteliales confluentes de la 
microvasculatura humana (HMEC-1) activadas mediante TNF-a ( 50 ng/ml) y de 
las plaquetas a cSlulas endoteliales umbilicales humanas (HUVEC)activadas 
mediante LDL minimamente modificada /50 ug/ml) fue los metodos utilizados para 
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determinar el efecto inhibfdor de los compuestos sobre la adhesi6n celular La 
adhes.6n de los monocitos prevlamente marcados con calcein-AM (Molecular 
Probes) a HMEC-1 activado medlante TNF-a, fue evaluada mediante la 
determ.nacion de la fluorescencla celular asociada. La adhesion de plaquetas 
humanas lavadas previamente marcadas con MoAb contra CD36-FITC a HUVEC 
activado (50 ug/ml de LDL mmimamente modlficado, LDLmm) fue determlnada 
mediante Citometrla de Escaneado Laser (LSC. Olimpus), determinate la 
fluorescencia celular asociada. Los resultados se expresan como el porcentaje de 
.nh.b,ci6n con respecto del control (adhesi6n de las celulas en ausencia de 
compuestos). La tabla 3 muestra el efecto de los compuestos sobre la adhesion 
U947 a HMEC-1 activado. La tabla 4 muestra el efecto de los compuestos sobre la 
adhesibn de plaquetas a HUVEC activado. 



Tabla 3 



lnh,b.c,on de adhes.on de monocito U937 a celulas endoteliales humanas activadas 
HMEC-1 


Compuesto 


% de inhibici6n a control (media ± s.e m ) 


d) 


30 ±8 


(12) 


15±2 


Tabla 4 


Inhibicion de adhesion de plaquetas a 
ug/ml) 


HUVEC activado mediante LDLmm (50 


Compuesto 


% de inhibici6n a control (media ± s.e.m.) 


(12) 


87,5% ±5,1% 



15 



20 



25 



Inhibicion de transcitosis de LDL en celulas endoteliales mlcrovasculares 
humanas 

El metodo utilizado en los ensayos para determinar el efecto de los compuestos en 
la transcitosis de LDL en celulas endoteliales microvasculares humanas es 
sustancalmente el mismo que el descrito en Colome C. et al; Atherosclerosis 2000- 
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149: 295-302. Ente ensayo permite predecir el potencial antiaterosclerotico de los 
compuestos, ya que la acumulacion de LDL en la pared vascular como 
consecuencia del transporte activo de una celula endotelial vascular es uno de los 
primeros pasos en el desarrollo de la aterosclerosis. 

5 

El metodo empleado en los ensayos para aislar las particulas de LDL a partir de 
plasma humano fresco y el marcaje con Dil es sustancialmente igual al descrito en 
Pedreno J. et aL, Atherosclerosis 2001; 155: 99-112, y Stephan Z.F. y Yuracheck 
E.C. J. Lipid Res. 1993; 34:325-330 

10 

HMEC-1 activadas (100 pM histamina) y no activadas fueron cultivadas hasta 
concluencia en el pocillo superior de insertos de cocultivo (Falcon HTS FluorBloK) 
. Posteriormente, se anadio LDL-Dil (hasta 200 pg/ml) y se incubaron las celulas 
durante 2 h en presencia y ausencia de los compuestos. Tras esas dos horas, se 

15 evalud la transcitosis de particulas LDL-Dil a traves de celulas endoteliales 
mediante la determination de la presencia de fluorescencia en el pocillo inferior del 
inserto de cocultivo . Los resultados se expresan en forma de porcentaje de 
inhibici6n con respecto del control (en ausencia de compuestos). La tabla 5 muestra 
el efecto de los compuestos en la transcitosis LDL-Dil a traves de HMEC-1 . 

20 Tabla 5 



Inhibicion de transcitosis LDL en celulas endoteliales micro vasculares humanas 




% de inhibicion a control (media ± s.e.m.) 




Celulas en reposo 


Celulas estimuladas 


Compuesto 






(1) 


58 ±15 


122 ±8 


(12) 


51 +19 


80 ±12 



Inhibicion de oxidacion LDL 

25 

El metodo utilizado en los ensayos para determinar el efecto de los compuestos 
sobre la oxidacion LDL es sustancialmente el mismo que el descrito en las 
siguientes referencias: 

SprangerT., et al., Chem. Phys. Lipids 1998 ; 91 :39-52 
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Lynch S.M., et al., Biochim. Biophys. Acta 2000; 1485-11-22 
Pedreno J., et al. f Thromb. Res. 2000; 99: 51-60. 

B metodo utilizado en los ensayos para aislar las partfculas L DL d., , 
humane fresco es sustancia.mente igual a. descrito 1 p h f P "* 
Atherosclerosis 2001; 155: 99-112. " 0 J " et al " 
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Tabla 6 
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Inhibicion de oxidacion de plasma 

El metodo utilizado en los ensayos para determinar el efecto de los compuestos 
sobre la capacidad de oxidacion del plasma es sustancialmente igual al descrito en 
Spranger T. et al., Chem Phys Lipids 1 998; 91 : 39-52. 

La oxidacidn de lipoprotefnas inducida in vitro en la matriz plasmatica pretende 
representar un modelo relevante de la oxidacidn de lipoprotefnas en la pared 
arterial. La oxidacidn de las lipoprotefnas fue evaluada como la capacidad de 
oxidacion del plasma heparinizado y se midid mediante espectrofotometria como 
un aumento en la absorbancia a 234 nm. Se anadieron los compuestos in vitro para 
determinar su actividad inhibidora sobre la capacidad de oxidacidn del plasma 
inducido por Cu 2 * (CuS0 4 ). El plasma heparinizado fue diluido con solucidn salina 
tampon fosfato (PBS) que contenfa 0.16 M de NaCI y la oxidacion se inicid con 50 
uM CuS0 4 . Se incubaron las muestras experimentales a 37°C y el aumento en la 
absorbancia a 234 nm fue registrado automaticamente cada 15 minutos durante al 
menos 12 h. El efecto de los compuestos sobre la capacidad de oxidacion del 
plasma inducido por Cu 2+ fue sometido a ensayo a 7 concentraciones diferentes 
utilizando plasma heparinizado de 7 donantes sanos diferentes. La tabla 7 muestra 
la actividad inhibidora de los compuestos a 10 uM expresada como el porcentaje de 
aumento del lag phase con respecto al control. 



Tabla 7 



Inhibicion de oxidacidn de plasma 


Compuesto 


% de incremento del laga phase con 
respecto al control (media ± s.e.m.) 


(D 


245 ± 26 


(2) 


7±1 


(12) 


200 ± 10 


Isosorbida 5-mononitrato 


0 



Efecto preventivo y curativo sobre la aterogenesis en conejos alimentados 
con una dieta rica en colesterol 
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la fntlma arterial (evaluado a partir de las muestras histologicas tenidas con 
Hematosilina-Eoslna) se cuantifico en mm 2 de forma similar a como se describe 
para la superficie o area de la lesion aterosclerotic. Para ello. se seleccionaron las 
secciones que contenian lesiones de estrias grasas y se determino el grosor de la 
5 fntima (desde la media arterial hasta el endotelio). El grosor medio de la zona de 
lesion fue evaluado en secciones representatives por cuadrante aortico y se calculd 
la media estadlstica. 

La tabla 8 muestra los niveles plasmaticos en ayunas de el colesterol total . el. .:. 
colesterol HDL y de trigliceridos. El examen estadistico (t de Student) no revel6 •*•. 
10 diferencia significativa alguna entre el grupo medicado y el grupo control (el grupo 
no medicado pero con dieta alta en colesterol) en lo que respecta a los Ifpidos 
plasmaticos. 

• m • • 

15 Tabla 8 :* *: 



Perfil de Ifpidos plasmaticos [mg/dl] (media ± s.e.m.) 




Control 


Tratado con el ejemplo del 
compuesto (12) 




Basal 


Final 


Basal 


Final 


Colesterol total 


42 ± 4.4 


1073.9 ±4.9 


33.3 ± 4.1 


1461 ± 147 


Trigliceridos 


185 ± 50 


312.7 ± 130 


121 ± 34 


347 ±82 



El porcentaje de superficie cubierta por Iesi6n ateroscleroticas se muestran en la 
20 tabla 9. 
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Tabla 9 



Lesiones arterioscleroticas 


Grupo 


Porcentaje de area de lesiones 
arterioscleroticas (%) (media ± s.e.m.) 


Control 


62 + 6 


Tratado con el ejemplo de compuesto 
(12) 


15±3 



5 El grosor de la capa de fntlma de la aorta se muestra en la tabla 



10. 



Tabla 10 



Grosor de la capa de fntirna de la aorta 


Grupo 


Grosor mm 2 (media ± s.e.m.) 


Control 


0.323 ± 0.013 


Tratado con el ejemplo de compuesto 
(12) 


0.096 ± 0.009 



10 



15 



En la tabla 8 se muestra que no existfa dlferencia alguna en los Ifpidos plasmatics 
entre el grupo de control y el medicado, por lo que se demuestra que el compuesto 
(12) no tuvo influencia alguna sobre el metabolismo de lipidos. Tal y como se puede 
ver en la tabla 9 y en la tabla 10, tanto el porcentaje de area de las lesiones 
ateroscler6ticas como el grosor de fntirna fueron reducidos significativamente en el 
grupo tratado con el compuesto (12) en comparacidn con el grupo de control. 

Efecto preventivo y curativo en aterogenesis en raton deficiente de apo E. 

20 El efecto preventivo y terapeutico de los presentes compuestos sobre la 
aterosclerosis tambien se ilustrara a traves del siguiente ejemplo. 

El efecto preventivo y curativo de la aterogenesis de los compuestos se investig6 
en el modelo de rat6n deficient de apo E alimentado con dieta estandar. Se 
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alimento ratones hembras y machos con deficiencia cle apo E (OLA129X C57/BL6J) 
de tres meses de edad con dieta estandar. El grupo control incluia 8 ratones 
machos y 7 ratones hembras, mientras que el grupo tratado consistfa en 8 ratones 
machos y 7 ratones hembras. Todos los animates teman niveles de colesterol y 
peso corporal similares al comienzo del experimento. Tanto el grupo de control 
como el tratado fueron estudiados durante 12 semanas. El grupo de control recibid 
5 mg/Kg/dfa del compuesto (12). 

Los parametros de Ifpidos plasmaticos (colesterol total, colesterol HDL y 
trigliceridos) y el estres oxidativo (medido como niveles de 8-iso-prostaglandina 
F2a) fueron medidos a intervalos predetenminados. Tras la finalizacidn del periodo 
de administration, la aorta toracica fue aislada y tenidas para determinar el area de 
las lesiones ateroscler6ticas depositadas en la pared interna del vaso sanguineo de 
acuerdo con el metodo de Red Oil (Lillie, R.D., 1994, Stain Technology, vol. 19, pp 
55). 



Los niveles plasmaticos en ayunas de el colesterol total , el colesterol HDL, los 
trigliceridos y los niveles de 8-iso-prostaglandina F2a- se muestran en la tabla 11. 
Tabla 11 



(media ± s.d.) 




Macho 


Hembra 




Control 


Tratado con 

compuesto 

(12) 


Control 


Tratado con 

compuesto 

(12) 


Colesterol total 
(mmol.L-1) 


14.3 ± 2 


18±3 


9.5 ±2 


11.3±1.5 


Colesterol HDL 
(mmol.L-1) 


0.5 ±0.15 


0.47 ±0.15 


0.4 ± 0.1 


0.48 ±0.13 


Trigliceridos 
(mmol.L-1) 


2.6 ± 0.6 


1.5 ±0.4 


1.9 ±0.6 


1.3 ±0.2 


8-iso-prostaglandina . 
F2a 

(pg.mL-1) 


273 ±19 


101 ± 13 


182 ±19 


99 ±7 
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-acn^os se mu9 I nen r a '3 a ^ San9U,n8 ° " *' *~ - 
Tabla 12 



15 



20 



Grupo 



Control 



Tratado con ejemplo 
de compuesto (12) 



Area cubierta con 
macr6fagos [ Mm 2j 
(average ± s.e.m) 



80 ±27 



55 ±19 



Area de lesiones 

ateroscleroticas [pm 2 ] (media ± 
s.e.m.) 



60 ±8 



45 ±9 



«* 12 se nJ^^TTr ^ OXida,iVO * 65,08 an "" ales - *• 

Efecto antitrombotico in vivo 

U S raos una 0ntea ^ ora| de 1w ^ ^ ^ 



-39- 



Sesenta minutos tras la administration del producto, se coloco (y no se retir6 duran- 
te todo el experimento) un parche de papel de filtro saturado con una soluctdn de 
FeCI 3 (70%) sobre la arteria cardtida izquierda y distal a de la sonda de flujo para 
iniciar la trombosis. Se controld el flujo de sangre durante los 60 min posteriores a 
5 la aplicacion del parche en la arteria. 

Se considero que el vaso se habfa ocluido totalmente por el trombo formado cuan- 
do se detecto ausencia del flujo sangufneo (0,0 ml/min). En este modelo, la forma- 
cion de trombos oclusivos normalmente tiene lugar en un plazo de 15 o 20 minutos 
10 en animates no tratados. Se considero que un animal estaba totalmente protegido 
por el tratamiento si un trombo no oclufa el vaso durante el periodo de estudio (60 
min tras la aplicacion continua del parche de FeCI 3 ). 

Los resultados se muestran en la tabla 13 y se expresan como el porcentaje de 
1 5 animates totalmente protegidos por el tratamiento. 



20 Tabla 13 



Actividad antitromb6tica en vivo 


Compuesto 


% de animales totalmente proteqidos 


1 


100 


3 


100 


4 


80 


12 


71 



Como puede observarse en la tabla 13, todos los compuestos sometidos a ensayo 
tiene una potente actividad antitromb6tica en vivo. 

25 

Efecto antitrombotico synergistic© in vivo 

El metodo utilizado es sustancialmente igual al descrito por Kurz (Kurz K.D., et aL, 
Thromb. Res. 1990, 60: 269-280) y modificado por Feuerstein (Feuerstein G.Z., et 
30 aL, Artherioscler. Thromb. Vase. Biol. 1999, 19: 2554-25562). 



-40- 



Las ratas recibieron una unica dosis oral o la combinaci6n de dos compues- 
tos, tal y como se describe en la tabla 14. las dosis de los compuestos ufilizados no 
modificaron la presi6n arterial o la frecuencia cardiaca de los animales. 

Cuarenta y cinco minutos despues de administrarse la dosis. las ratas fueron anes- 
tesiadas con pentobarbital s6dico (40 mg/kg. i.p.) y fueron colocadas posteriormen- 
te de manera dorsal sobre una mesa quirurglca calentada (37°C). 

Se ais!6 la arteria cardtlda Izquierda y se colood bajo esta una lamina de Parafilm M 
(7 x 20 mm. American National Can). Se coloco una sonda electromagnetica de 
flujp(T ransonic Systems Inc.) en la arteria para medir el flujo de sangre. 

Sesenta minutos tras la administraci6n del producto. se coloco (y no se retird duran- 
te todo el experimento) un parche de papel de filtro saturado con una solucidn de 
FeCfe (70%) sobre la arteria carotida izquierda y distal a la sonda de flujo para ini- 
ciar la trombosis. Se controlo el flujo de sangre durante los 60 min posteriores a la 
aplicacidn del parche en la arteria. 

Se consider que el vaso se habfa ocluido por el trombo formado cuando se detec- 
t6 ausencia de flujo sanguineo (0.0 ml/min). En este modelo. la formation de trom- 
bos oclusivos normalmente tiene lugar en un plazo de 15 o 20 minutos en animales 
no tratados. Se consider6 que un animal estaba totalmente protegido por el trata- 
miento si un trombo no ocluia el vaso durante el periodo de estudio (60 min tras la 
aplicacion del parche de FeCI 3 ). 

El concepto de producto fraccional fue utilizado para identificar la sinergia entre los 
compuestos. De acuerdo con este concepto. si consideramos la protecci6n comple- 
ta de un animal como: 

Inhibicion fraccional = ^1 -^-jx 100 



Donde A es la tasa de animales con oclusidn tromb6tica en el grupo tratado y B < 
la tasa de animales con oclusion trombotica en el grupo de control 



-41- 



Para dos farmacos que actuan de manera independiente: 



Inhibition fractional 



- KM)] 



xlOO 



5 donde Ai es la tasa de animates con oclusion trombdtica en el grupo de tratamiento 
Ai; A 2 es la tasa de animates con oclusion trombotica en el grupo de tratamiento A 2 ; 
y B es la tasa de animates con oclusi6n trombdtica en el grupo de control 

Si la protecci6n obtenida con la combination de los fermacos es superior a la inhibi- 
10 ci6n fractional para dos compuestos actuando de manera independiente, entonces 
se considera que el sinergismo tiene lugar. 



15 



Los resultados se muestran en la tabla 14 y se expresan como ta tasa de animates 
con oclusion trombotica en cada grupo. 

Tabla 14 



* • • 
• 



Grupo 


Tasa de animates con oclusi6n 
tromb6tica (% de animates protegidos) 


Control 


1 (0%) 


Aspirina (100 mg/Kg/dfa, oral, durante 3 
dfas) 


0.50 (50%) 


Compuesto 12 (22.3 mg/Kg, oral, agudo 
el dfa de estudio) 


0.5 (50%) 


Aspirina (100 mg/Kg/dia, oral durante 3 
dfas) + compuesto 12 (22.3 mg/Kg, oral, 
agudo el dfa de estudio) 


0(100%) 


Clopidogrel (1.5 mg/Kg/dfa, oral durante 
3 dias) 


0.50 (50%) 


Clopidogrel (1.5 mg/Kg/dfa, oral durante 
3 dias)+ compuesto 12 (22.3 mg/Kg, 
oral, agudo el dfa de estudio) 


0.17(83%) 
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Inhibicf6n fractional (aspfrina + compuesto 12) = 
xlOO =75% 



^ InhibMon fraccfonai (dopHogrel + (12)) . 

sine*™ el Vj£ZZ * " * * ?5% (SS * » «*> -* «" 

i m ~r 8 zr a,mente i9ua ' ai -* - °— l - - * 

» i^rxm: i^rr ,nhibir ,a ~ ad - -~ 
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rante una hora. Tras ello, las celulas fueron tratadas con 800pM de peroxinitrito 
durante toda la noche. 

Tras la incubacion nocturna, las celulas fueron incubadas con la solucion amarilla 
5 XTT (concentracion final 0.3 mg/ml) durante 4 horas. Tras este periodo de incuba- 
c«6n, se formo la solucion de formazan , la cual fue cuantificada espectrofotometri- 
camente a 450 nm utilizando un lector de placas de ELISA . 

Los resultados se muestran en la tabla 15 y se expresan como el porcentaje de 
10 celulas muertas. 



Tabla 15 



Actividad citoprotectora in vitro 


Compuesto 


% de celulas muertas 


1 


80 


2 


80 


3 


80 


12 


50 



15 Como puede observarse en la tabla 15, todos los compuestos sometidos a ensayo 
tienen una actividad protectora (p<0,05) de la celula contra danos celulares induci- 
dos por radicales de oxfgeno. 

20 Proteccion in vivo contra danos coronarios por isquemia - reperfusion. 

Los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con el modelo de rata descrito 
previamente por Hirata Y et al (Journal of Cardiovascular Pharmacology. 1998, 31: 
322-326) 

25 

Tras un periodo de ayuno alimenticio de 6 horas, los animates fueron divididos en 
grupos de al menos 8 animates cada uno. 

Las dosis de productos se administraron mediante sonda oral 1 hora antes de la 
inducci6n de la isquemia. Los animates fueron anestesiados con pentobarbital (40 
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Z^VI M 61 e,ectr « a " lfo ^™ *> la derivacttn estandar ,1 para 

5 ZZr°" ^ C0 ' DnartaS Pet,U8flaS V e, aumento del reseda 
deTo 12 9mPOS ' ^ " "~ * AVP ' " — » ~ * ECO 

10 o„l r ~ Sa mU9S,ran ^ ' a ^ 16 ' 89 ^ " m ° *~»"~ * 'a 



Tabla 16 



15 



Compuesto 



Dosis(mg/kg,p.o.) 



Decremento de on- 
da S(pV) 




Proteccion del de 
cremento de onda 



20 



Como puede observarse en la tabla ir t^*^ i~ 

P^en con. el da«o ca^C ST -"^ZT ~" " 
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REMNDICACIONES 



10 



15 



20 



25 




1. Un compuesto de acuerdo con la formula (I) o una sal farmaceuticamente acep- 
table del mismo: 

R 
I 

X ^S(0) n 

cr 

H 

N0 2 : 

(I) 

donde 

4 

n es un numero entero de entre 0, 1, o 2, *; 

X representa -S(0) m -, -(C=0>- o un enlace sencillo, donde m es un numero entero 
deentreO, 1, o2, 

y R representa hidrdgeno o un residuo de entre los siguientes: : 
^1-6 alquilo; 
c 2-6 alquenilo; 
C3-8 cicloalquilo; 

C3.8 cicloalquilo, donde un grupo CH 2 es sustituido por O, S, NH o NCH3; 
C4.8 cicloalquenilo; 

C4.8 cicloalquenilo, donde un grupo CH2 es sustituido por O, S, NH o 

NCH 3 ; 

fenilo; 

piridilo; 

tiofenilo; 

nitrosilo; 

S-cisteinil; 

S-glutationil; y 
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y este ulbmo residue puede ester epcional m en.e sustituide hasta per tres grupes 
,ndepend,en,es setectfonados de en«re a, q u„e. C^ueT 

5 C3.8 adeak,u,lo. C« cidea.quelino. acetilexi. hidrexito. ONOz y ha^ete. 

Siempre que 

r^srel'Tr^ y '° N ° 2 eSt ' n 6n forma ^ Un ° reS ' eCto aI ot -. - «° que 
respecta al piano de anillo, tal y como se describe en las formula) y (lb): 



10 



R 
I 

X- 




(la) 



NO, 



R 

I 

X- 



" S (°)n 




(lb) 



NO z 



II 

entonces RXS(0) n - no representa z"^s— , donde z 



1 5 grupo arilo o grupo aralquilo, el cual puede estar eventualmente 



es un grupo alquilo C^, 



sustituido. 



2. Un compuesto de ,a formula (,) o una sal farmaceuticamente aceptable de. mis- 
mo de acuerdo con la reivindlcacl6n 1, donde m, n o ambos sea 0. 



20 
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4. Un compuesto de la fdrmula (I) o una sal farmaceuticamente aceptable del mis- 
mo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde R represente 
hidrogeno, C<|.6 alquilo, C2-6 alquenilo, C3.8 cicloalquilo, cicloalquenilo, 
(C^ alquilo)C 3 _ 8 cicloalquilo, (C-|_6 alquilo) 04.3 cicloalquenilo, fenilo o 

5 ( c 1-6 alquilo)fenilo. 

5. Un compuesto de la formula (I) o una sal farmaceuticamente aceptable del mis- 
mo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde R sea C<\_q 
alquilo. 

10 

6. Un compuesto de la fdrmula (I) o una sal farmaceuticamente aceptable del mis- 
mo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 , seleccionado de en- 
tre: 

15 2-tioisosorbida 5-mononitrato, 

5,5'-dinitrato-2,2-ditio-dKsosorbida, 

2-metiItioisosorbida 5-mononitrato, 

2-metilsulfinilisosorbida 5-mononitrato f 

2-metilsuIfonilisosorbida 5-mononitrato, 
20 S-nitroso-2-tioisosorbida 5-mononitrato, 

2-(tetrahidropirano-2-il-tio)-isosorbida 5-mononitrato, 

2-(isosorbidil-2 , -ditio)-isosorbida 5-mononitrato, 

y 

2-(5-acetiloxiisosorbidil-2-ditio)-isosorbida 5-mono 
25 nitrato. 

7. Una composicion farmacdutica que contenga al menos un compuesto de la fdr- 
mula (I) o una sal farmaceuticamente aceptable del mismo de acuerdo con cual- 
quiera de las reivindicaciones 1 a 6 , como ingrediente(s) activo(s), opcionalmente 

30 junto con uno o mas excipiente(s), activador(es), agente(s) quelante(s) y/o estabili- 
zador(es) fisiologicamente aceptables. 

8. Una composicion farmaceutica de acuerdo con la reivindicacion 7 que adem£s 
contenga un trombolftico, preferentemente un activador del plasminogeno, uroqui- 

35 nasa, estreptoquinasa, alteplasa o anistreplasa. 
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25 



30 



35 



» na. .ovasJunHCZr ^"P*"*"' 6 ' P~an,en,e sinwasta,,- 

glunicato. a,0,VaS,a,,na ' a. fluvas^na. Mb™,. ad W „, aCamato o 

Olutationa. adaravona ra xofe^, , "'""^ ^o^' «»*»•«. 

acaM,Cs«a,„aooadr ^ aCe " l0,S,eina ' ^'^Ina. N- 

~ ""a rp^t""" 03 * aCUert ° da laa «aCo- 

—ates.zisTrr rr ien, ° de * —*«'■■ 

naa M sistema d^Tac? ^ * * raSP ' an,e al09enic °' **»*■ 

pa.o.6gicas rj^T^rT r PbqUela5 ' i0,US ' 
Patogenasis. J^ZZJT*? * , ™ P * •»•>- an su 

Pena un papa. tapZZ an ^ *" * de ° X,d ° " IW °° ««•»• 

«** a isquemia-^pernjsi6n SneSIS ' "* **» 3 * * 

■mportanta papel en su patoganasis tates oomo. pare no limKadas a 
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ellas, alergias, ictus, enfermedad de Alzheimer y enfermedades isquemicas cardio- 
vasculares. 



16. Una composition farmaceutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicacio- 
nes 7 a 13, para el tratamiento y/o prevention de disfunciones del sistema circula- 
torio, preferentemente disfuncion cardiovascular y/o coronaria. 

17. El uso de al menos un compuesto de la fdrmula (I) o una sal aceptable farma- 
ceuticamente del mismo: 




n es un numero entero de entre 0, 1, o 2, 



X representa -S(0) m - t -(C=0)- o un enlace sencillo, donde m es un numero entero 
de entre 0, 1 , o 2, 

y R representa hidrogeno o un residuo seleccionado de entre: 
alquilo; 
c 2-6 alquenilo; 
C3_s cicloalquilo; 

c 3-8 cicloalquilo, donde un grupo CH2 es reemplazado por O, S, NH o 
NCH 3 ; 

C4.8 cicloalquenilo; 

C4.5 cicloalquenilo, donde un grupo CH2 es reemplazado por O, S, NH o 

NCH 3 ; 

fenilo; 

piridilo; 
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tiofenilo; 
nitrosilo; 
S-cisteinil; 
S-glutationii; y 




y este ultimo residuo puede estar opcionalmente sustituido hasta por tres grupos 
independientes seleccionados de entre alquilo, C 2 -6 alquenilo. 

C 3 _e cicloalquilo. C4_ 8 dcloalquelino, acetiloxi, hidroxilo , ON0 2 y hal6geno 

como un ingrediente activo para la fabricadon de composiciones farmaceutlcas 
para la prevencion y/o tratamiento de la aterosderosis, disfurtdones endoteliales, 
espamos vasculares, vasculopatla del trasplante alogenlco. disfundones del siste^ 
ma drculatorio, activacion de plaquetas, trombosis, idus, condldones patologicas 
en las que el estres oxidativo desempena un importante papel en su patogenesis, 
condiciones patol6gicas en las que el deficit de 6xldo nftrico desempena un papel 
importante en su patogenesis, y/o el dafio tisular debido a isquemia y/o debido a 
isquemia - reperfusi6n. 

18. El uso de al menos un compuesto de la fdrmula (I) o una sal aceptable farma- 
ceuticamente del mismo como un ingrediente activo para la prevenci6n y/o trata- 
miento de la aterosderosis, disfundones endoteliales, espamos vasculares, vascu- 
lopatla del trasplante alogenico, disfundones del sistema circulatorio. activaci6n de 
plaquetas, trombosis, ictus, condidones patologicas en las que el estres oxidativo 
desempena un importante papel en su patogenesis, condiciones patologicas en las 
que el deficit de 6xido nftrico desempena un papel importante en su patogenesis, 
y/o el dafio tisular debido a isquemia y/o debido a isquemia - reperfusidn, 
que incluya la administracidn de dicho compuesto o sal farmaceuticamerite acepta- 
ble del mismo a un paciente que lo necesite: 
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R 
I 




(I) 



donde 

n es un numero entero de entre 0, 1, o 2, 

5 

X representa -S(0) m -, -{C=0)- o un enlace sencillo, donde m es un ntimero entero 
de entre 0, 1, o2, 

y R representa hidrogeno o un residue seleccionado de entre: 
10 C-j_§ alquilo; 

C2-6 alquenilo; 
C3.8 cicloaiquilo; 

C3.8 cicloalquilo, donde un grupo CH2 es reemplazado por O, S, NH o 
NCH 3 ; 

1 5 C4.8 cicloalquenilo; 

C4-8 cicloalquenilo, donde un grupo CH2 es reemplazado por O, S, NH o 

NCH 3 ; 

fenilo; 

piridilo; 
20 tiofenilo; 

nitrosilo; 

S-ctsteinil; 

S-glutationil; y 
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19. El uso de acuerdo con las relvlndicaciones 17 o 18. donde m. n 



o ambas sea 0. 



10 7 ^ aCU6rd0 ^ CUa ' qUiera d9 ,as ^ndicadones 17 a 19 . donde X 

1 0 represente un enlace sencillo o -S-. 

preselrhtr^T" * ^ reMndi ^-es 17 a 20, donde R re- 

dTl rc ^\ ^ a ' qUi, °' C ™*^°' C^dcloaiquilo, cicloa.- 

"ZiT ^ ^ CUa ' qU, ' era ^ ^ a 21 .donde R sea 

20 L 3 m B 7 ^ aCUerd ° CUa ' qUlera dS las ^ivindlcaciones 17 a 20 donde e. 
compuesto se selecciona de entre: 

2-tioisosorblda 5-mononitrato, 

5.5'-dinitrato-2,2'-ditio<liisosorbida, 
2-metiltioisosorbida 5-mononitrato, 
2-metHsulfinilisosorblda 5-mononitrato, 
2-metiisulfonilisosorbida 5-mononitrato, 
S-nitroso-2-tioisosorbida 5-mononitrato, 

2-(tetrahidropirano-2-i|-tio)-isosorbida 5-mononitrato 
2-(isosorbidil-2 , -ditioHsosorbida 5-mononitrato 

y 

2-(5'-acetiloxiisosorbidil-2 1 -ditio)-isosorbida 5-mono 



25 



30 
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15 



20 



nitrato. 



24. El uso de acuerdo con la reivindicacion 17 o 18, donde el compuesto es acetil- 
tioisosorbida 5-mononitrato, que se representa mediante la siguiente fdrmula: 

H 3 C % h 




25. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 17 a 24, donde la 
composicion farmaceutica tambien incluya un trombolitico, preferentemente un acti- 

10 vador del plasminogeno, uroquinasa, estreptoquinasa, alteplasa o anistreplasa. 

26. El uso de acuerdo con cualquiera de las reinvindicaclones 17 a 25, donde la 
composicion farmaceutica tambien incluya un anticoagulante, preferentemente 
heparina, dicumarol, acenocumarol, enoxaparina o polisulfato de pentosano. 



27. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 17 a 26, donde la 
composicion farmaceutica ademSs contenga un antitromb6tico, preferentemente 
aspirina, dipiridamol, ticlopidina, clopidrogel, triflusal, polisulfato de pentosano o 
abciximab. 

28. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 17 a 27, donde la 
composicion farmaceutica ademas contenga inmunoglobulina o un fragmento de 
<Sstacon especificidad por la glicoproteina llb/llla. 



25 29. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 17 a 28, donde la 
composici6n farmaceutica ademas contenga un hipolipemiante, preferentemente 
simvastatina, lovastatfna, atorvastatina, pravastatfna, fluvastatina, lifibrol, acifr£n, 
acitemato o glunicato. 
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30. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindlcaclones 17 a 29. donde la 

"ZT^TV 03 ^ un anUoxidante / secuJat d 

rad,ca.es «,b es. preferentemente seleccionado de entre nicaraven. ranolazina 
emox,p,na, glutationa, edaravona. raxofelast, Hcopene. aceUlcisteina, N-AceW-L- 
cisteina, N-acetilcisteina o carvedilol. 

31. Un proceso para ,a preparaci6n de un compuesto de la formula (I) o una sal 
caciones 1 a 6 que comprenda los slguiente pasos: 

a) efectuar una hidr6lisis de un compuesto de la fdrmula 
II: 

o 

R % H 

O 




donde R' es alquilo, preferentemente metllo, 
para obtener 2-tioisosorblda 5-mononrtrato (1), 



H - , 



H 




H 



NO, 



d) 



con el paso 



b, opcio na , me „ t e, efectuar sobre e| cmfuMo (1) prepara(jo ^ acuerdQ 
53 so a ). 
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I. Una oxidacion para obtener S.S'-dinitrato^^'-ditio-diisosorbida 
(2) o 2-(isosorbidil-2*-ditio)-isosorbida 5-mononitrato (8), o 

H. Una alquilaci6n o arilacion para obtener 2-(alquilo o ari- 
lo)tioisosorbida 5-mononitrato; opcionalmente seguido por una 
oxidaci6n para obtener 2-(alquilo o arilo) sulflnil-isosorbida 5- 
mononitrato o 2-(alquilo o arilo)-sulfonil-isosorbida 5- 
mononitrato, o 

III. Una nitrosacion para obtener S-nitroso-2-tloisosorbida 5- 
mononltrato (6). 

32. Un proceso para la preparaci6n de un compuesto de la formula (I) o una sal 
farmaceuticamente aceptable del mismo de acuerdo con cualquiera de las reivindi- 
caciones 1 a 6 que contenga los siguiente pasos: 

a) efectuar una oxidacl6n de un compuesto de la formula ill: 



O 




donde R' es C-j^ alquilo, preferentemente metilo, 
para obtener 2,2'-ditio-diisosorbida(10), 
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b) efectuar una nitraci6n con un agente nitrante en presencla de un 
anhfdrido carboxflico, preferentemente anhfdrido acetico. del compuesto 
preparado en el paso a) para obtener 2-(5*-aciloxl-isosorbidil-2 , -ditio>. 
isosorblda 5-mononitrato (1 1 ). 



. Un compuesto que sea 2,2'-ditio-diisosorbida. 
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